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مروری بر اهمیت و طبقه‌بندی
روش واکنش زنجیره پلیمراز در زمان واقعی و 

کاربرد آن در صنایع غذایی
چکیده

پاتوژن،  باکتری‌های  تشخیص  روش،  طبقه‌بندی   ،RT-PCR روش 
تشخیص آلرژن‌های غذایی، تقلبات مواد غذایی.

واژه‌های کلیدی

پیشــرفت فنــاوری مولکولــی )ســبب تســریع در شناســایی صحیــح گونه‌هــای نزدیــک بــه هــم در مــواد اولیــه، نمونــه 
ــور  ــی به‌منظ ــت‌نگاری ژنتیک ــر انگش ــیعی نظی ــای وس ــرای کاربرده ــی ب ــای مولکول ــی آزمون‌ه ــه فراوان ــر ب ــی( منج غذای
ــوز  ــات و لاکت ــن غ ــر گلوت ــا نظی ــی )آلرژی‌ه ــیت‌های غذای ــی، حساس ــای عفون ــخیص بیماری‌ه ــت، تش ــخیص هوی تش
شــیر( و تشــخیص تقلبــات در صنعــت غــذا، امــری ضــروری بــه نظــر می‌رســد. بی‌شــک، بــه کارگیــری روش‌هــای مرســوم 
ــت  ــا در صنع ــا و میکروارگانیســم‌های پاتوژن‌ه ــی، آنتی‌بیوتیک‌ه ــای عفون ــایی بیماری‌ه ــرای شناس ــه کشــت( ب )وابســته ب
فــرآوری مــواد غذایــی امــری پرهزینــه و بســیار وقت‌گیــر خواهــد بــود؛ از ایــن رو، بــه‌ کارگیــری روش‌هــای نویــن مولکولــی 
مســتقل از کشــت، نظیــر واکنــش زنجیــره پلیمــراز در زمــان واقعــی1 بــا کمتریــن زمــان و دقــت بســیار بــالا بــرای ارزیابــی 
گونه‌هــای ایجــاد کننــده عفونــت و کیفیــت و ایمنــی مــواد غذایــی معرفــی شــد. در ایــن روش نویــن، واکنــش زنجیــره‌ای 
پلیمــراز2 بــا مولکول‌هــای گزارشــگر فلورســنتی انجــام گرفتــه و محصــول تکثیــری، طــی هــر چرخــه گــزارش می‌شــود؛ بــر 
ایــن اســاس، ضمــن حساســیت و اختصاصیــت بــالا، داده‌هــای قابــل اعتمــاد بــا کمتریــن خطــر آلودگــی، قابلیــت در تعییــن 
کمیــت ســطوح بیــان ژن را خواهــد داشــت؛ بنابــر ایــن، جایگزیــن مناســبی بــرای PCR معمولــی اســت. از ایــن رو، در ایــن 
مقالــه مــروری، بــر اهمیــت ایــن روش و روش‌هــای مختلــف RT-PCR، مزایــا و کاربــرد آن در تشــخیص آلرژن‌هــای غذایــی 

بــه خصــوص گلوتــن و در نهایــت، تقلبــات در مــواد غذایــی پرداختــه می‌شــود.
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واکنـش زنجیـره پلیمـراز در زمـان واقعـی کـه به‌عنـوان واکنـش زنجیـره پلیمـراز کمّـی3 شـناخته می‌شـود، یـک روش 
آزمایشـگاهی زیسـت شناسـی مولکولـی مبتنـی بر واکنـش زنجیره پلیمراز اسـت. ایـن روش، تکثیر یـک مولکـول DNA را در 
طـول PCR )در زمـان واقعـی( و نـه در پایـان آن، مـورد هـدف قـرار می‌دهد. از ایـن روش می‌تـوان به‌عنوان یک آزمـون کمّی و 
نیمه کمّی استفاده کرد ]1[. در این روش، یک مــاده فلورســنت در هــر چرخه از واکنش آزاد می‌شود که میــزان آزادســازي 
آن بــا مقدار محصولات تکثیر شـده متناسـب اسـت. ایــن مقــدار از فلورسـنت با استفاده از یک نمایانگــر4 شناســایی و ثبت 
می‌شـود و در نهایت، نتایج RT-PCR شـامل منحنی‌های همانندسـازی اسـت که با اسـتفاده از دســتگاه، ترســیم خواهد شـد 

.))1( )شکل 
ایـن منحنی‌هـا، در واقع نشـان‌دهنــده تصــویري از فرآینــد در حــال انجام و تکثیر محصولات اسـت کـه می‌تواند برای 
تعییـن کمیـت مقادیـر اولیـه مولکول‌هـای DNA الگـو بـا دقت بـالا در محدوده وسـیعی از غلظت‌ها اسـتفاده شـود ]2 و 3[. 

علاوه‌بـر ایـن، در شـکل )2( مراحـل رشـد میکروبـی در فازهای مختلـف در طی فرآیند PCR نشـان داده شده‌اسـت.
اسـتفاده از RT-PCR کمــّـی، در بســیاري از آزمایشـگاه‌هاي تشـخیصی-مولکولی، کشـاورزی و صنایـع غذایـی در حـال 
افزایـش بـوده و جایگزیـن خوبی براي PCR معمولی اســت. در واقــع این روش بــر پایــه PCR معمــولی بــوده و امکــان 
آنــالیز داده‌هـا در آن وجـود دارد. مزیـت اصلـی qPCR نســبت بــه PCR معمولی این اسـت که غلظـت DNA اولیه با دقت 
و حساسیت بالایی تعیــین مــی‌شود. بــدین ترتیــب، نتــایج به‌دست آمده می‌تواند به‌صورت کیفی و یــا کمّـی باشـد ]4[. 
از دیگـر مزایـای qPCR ایـن اسـت که واکـنش‌هــا در یک لوله در بسـته انجام شـده و داده‌ها مورد ارزیــابی قــرار می‌گیرند 
کـه بـا ایـن روند، دیگر نیازي به دستکـاري‌هــاي پس از تکثیر نبــوده و از ایــن رو، امکــان آلــودگی کــاهش می‌یابد ]5[. 
ســازگاري و مزیــت فــناوري RT-PCR در مطالعـــه‌هــــاي متعــــدد از قبیــــل تعیین کمیت و تعیین ژنوتایپ عوامل 
عفونـی، بحـث کشـاورزی و فنـاوری زیسـتی، بررسـی بیـان ژن‌هـا، آنالیـز DNA متیلـه شـده و میکـرو RNA و ژنوتایپینـگ 
)شناسـایی جهش‌هـا، آنالیـز پلی مورفیسـم تـک نوکلوتیدی و شناسـایی تغییرات کروموزومـی(، تایید اثربخشـی دارو درمانی 
و مطالعـات پزشـکی قانونـی و تشـخیص گونه‌هـای پارازیـت در مـواد غذایـی و آب اسـت ]6[. اجـزاي اصلـی qPCR شـامل، 
ترموسـایکلر بـا یـک منبع نوری )لامپ، لیزر یا LED( یک سیسـتم نمایـانگــر فلورســنت )فلوریمتر( و همچنیـن نرم‌افزاري 
به‌منظـور رسـم منحنـی تکثیـر DNA بـا اسـتفاده از داده‌هـاي فلورسـنت اسـت ]7[. همچنین حضـور ترکیبـات رنگی ایمن 
)نظیـر اتیدیـوم برومایـد، سـایبرگرین I و اواگریـن( در ایـن سـازوکار واکنشـی، قابلیت ردیابی فـرآورده تکثیـري اختصاصی و 
غیراختصاصـی بــراي DNA دو رشــته‌اي هدف و پروب نشـاندار با فلوروفور متصــل شــده بــه الیگونوکلئوتیدهـا را خواهد 

.]5[ داشت 

مه
قد

م

شـکل )1(: منحنی‌های همانندسـازی در نمـای نیمه لگاریتمی به‌دسـت 
آمـده از رقت‌هـای مختلـف DNA هـدف. منحنـی ورودی، رگرسـیون 

.]25[ CT به‌دسـت آمده از مقادیـر

فرآینـد رشـد  در طـی   PCR همانندسـازی  منحنی‌هـای   :)2( شـکل 

.]25[ میکروبـی 

طبقه‌بندی شیمیایی RT-PCR به‌منظور تعیین 
کمیت اسیدهاي نوکلئیک  

)RT-PCR(  تشخیص غیر اختصاصی  
در ایـن روش، یـک رنـگ بـه DNA متصـل شـده کـه باعـث 
افزایـش عملکـرد کوانتومـی فلورسـانس رنـگ می‌شـود. بنابرایـن، 

شـدت  افزایـش  باعـث   PCR طـی  در   DNA محصـول  افزایـش 
فلورسـانس در هر چرخه شـده و شـدت فلورسـانس با یـک ردیاب 
 DNA بـه  اتصـال  درصـورت  فقـط  رنـگ  می‌شـود.  اندازه‌گیـری 
فلورسـنت می‌شـود. ایـن روش، این مزیـت را دارد کـه فقط با یک 
جفـت آغـاز می‌شـود. هـدف توالـی را می‌تـوان در لوله با اسـتفاده 

از انـواع مختلـف رنـگ کنتـرل کـرد )شـکل )3((.
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 DNA با استفاده از رنگ‌های اتصال شونده Real Time PCR شکل )3(: روش
دو رشته‌ای ]25[.

DNA ساختار و نمونه رنگ‌های متصل شونده به 
طیـف گسـترده‌اي از رنگ‌هـاي فلورسـنت متصـل شـونده بـه 
DNA به‌صـورت تجـاري وجـود دارد که شـامل اتیــدیوم بروماید، 
یـو پـرو وان5، سـایبرگرین Ӏ، سـایبرگلد، سـیتو6، بوکسـتو7، بیبـو8  
و اواگرین است. اســتفاده از ایــن رنــگ‌هـــا باعــث شناســایی 
محصـــولات اختصاصـــی و غیراختصاصی و محصـولات پرایمـر-

دایمــر تولیــدي در طـول واکنـش qPCR می‌شـود )شـکل )4((. 
پرمصرف‌ترین رنگ، سـایبرگرین Ӏ اسـت که در شـرایط اسـتاندارد 
 DNA بـار مثبـت آن بـه اتصـال قوي این رنگ بــه ،PCR واکنـش
دو رشـته‌اي کمـک مـی‌کنـد ]8[. کمــــپلکس –DNA رنــــگ 
حاصـــــل، نــــور آبـــــی با طول موج )λmax=497( نــانومتر 
را جــــــذب کــــــرده و نــــــور سبـــــز را بـا طـول مـوج 
)λmax=520( نـــانومتر ســاطع مـی‌کنـــد. بـا توجـه بـه این که 
در طی فرآینــد PCR محصــولات غیراختصاصی و پرایمر-دایمرها 
مـی‌توانــد شــکل گیـرد، آنـالیز منحنــی ذوب9 به‌منظور بررسـی 

اختصاصیـت قطعـات تکثیـر شـده توصیه می‌شـود ]9[.

.]25[ PCR در طی مراحل TaqMan و SYBR Green I شکل )4(: نمایی از سنجش

Real Time PCR کاربرد، مزایا و معایب روش 
 DNA را می‌توان به‌منظور شناســایی تـوالی‌هـاي Ӏ سایبرگرین
در واکنـش PCR و همچنیـن به‌طـور عمـده براي شناسـایی عوامل 
عفونـی، سـویه پاتـوژن در مواد غذایی، بررسـی بیان ژن، شناســایی 
و همچنیـن  نوکلئوتیـدي  تـک  پلی‌مورفیسـم  شناسـایی  جهـش، 
شناسایی ارگانیسـم‌هــاي اصـلاح شـده از نظـر ژنتیکـی10 استفاده 
نمـود. بـه لحـاظ اقتصـادی، هزینه رنـگ سـایبرگرین Ӏ در مقایسـه 
بـا پروب‌هـای اختصاصـی بـه مراتـب پایین‌تـر اسـت. بــا وجــود 
محبوبیــت سـایبرگرین Ӏ امـا داراي محـدودیت‌هـــایی از قبیــل 

پایـداري محـدود و همچنین مهــار PCR اســت ]10[.

)RT-PCR(  تشخیص اختصاصی  
پروب‌هـای )کاوشـگر( گزارشـگر فلورسـنت، فقـط DNA حاوی 
توالـی مکمـل پـروب را تشـخیص می‌دهـد. بنابرایـن، اسـتفاده از 
گزارشـگر کاوشـگر به‌طـور قابـل توجهـی ویژگی‌هـای اختصاصی را 
افزایـش می‌دهـد و ایـن روش را حتـی در حضـور DNA امکان‌پذیر 
می‌کنـد. بـا اسـتفاده از برچسـب‌های مختلـف رنـگ، می‌تـوان از 
پلیمـراز  زنجیـره‌ای  واکنـش  در روش‌هـای  فلورسـنت  پروب‌هـای 
چندگانه11 برای کنترل هدف در همان لوله اسـتفاده کرد. همچنین 
کاوشـگرهای گزارشگر فلورسـنت از تداخل اندازه‌گیری‌های ناشی از 
 PCR دیمرهـای آغازگر کـه از محصولات جانبی بالقـوه نامطلوب در
هسـتند، جلوگیری می‌کند ]11[. پروب‌های گزارشـگر فلورسـنت از 
اثـر توانایـی دایمرهـای آغازگـر جلوگیـری نمی‌کنند و ممکن اسـت 
باعـث تولیـد محصـولات مورد نظـر در واکنش شـوند )شـکل )5((.

شکل )5(: روش RT-PCR با روش کاوشگر گزارشگر فلورسنت یا 
الیگونوکلئوتیــدهاي متصل به فلوروفور )پرایمر یا پروب( ]25[.

 پرایمر- پروب‌ها
یـک  در  نوکلئوتیـدی  توالـی  از  متشـکل  الیگونوکلئوتیدهـا 
پروب‌هـای  گـروه  سـه  بـه  می‌تـوان  کـه  بـوده  واحـد  مولکـول 
سـنجاق سـری، سـیکلیکونز و آنگـر طبقه‌بنـدی کـرد. فلورسـنت 
سـاطع شـده طـی مرحلـه گسـترش توالـی )qPCR( شناسـایی و 
اندازه‌گیـری می‌شـود. اسـتفاده از ایـن پرایمرهـا منجـر بـه تکثیر 
می‌شـود.   PCR واکنـش  طـول  در  اختصاصـی  غیـر  محصـولات 
بنابرایـن، آنالیـز منحنـی ذوب بـرای تعییـن کارایـی واکنـش در 

نظـر گرفتـه می‌شـود ]12[.
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 پروب‌هامق
پروب‌هـا، الیگونوکلئوتیدهایی هسـتند که شـامل یک سـاختار 
فلوروفـور دهنـده و یـک فلوروفور پذیرنده اسـت. در حالت کلیّ، دو 
نـوع از آن شـامل پروب‌های هیدرولیز و هیبریداسـیون وجود دارد.

1. پروب‌های هیدرولیز کننده:
چگونگـی عملکـرد ایــن پـروب‌هــا بــه میـزان فعالیــت '5 
بــه '3 اگزونوکلئـازي Taq پلیمـراز متکــی اسـت کــه بــا ایــن 
ویژگـی خود، پروب متصل را در طــول واکــنش تکثیــر تخریب 
و همچنین از انجام آنــالیز منحنــی ذوب ممانعـت مـی‌کننـد. در 
ایــن سیســتم، فلورسـنت در پایـان مرحلـــه گسترش، محاسبه 
می‌شـود که متناسـب با مقــدار محصــول اختصاصی تکثیر شده 

اسـت ]13 و 14[.
از مهمتریـن نـوع ایـن پروب‌هـا می‌تـوان بـه پـروب تکمـن12  
اشـاره نمـود. در واقـع در ایـن پـروب، در انتهـای '5 خـود حـاوی 
مولکـول دهنـده فلورسـنت و در انتهـای '3 خـود دارای مولکـول 

پذیرنـده فلورسـنت اسـت )شـکل )6((.

شکل )6(: سازوکار تشخیص با استفاده از کاوشگر تکمن. فعالیت '5-'3 پلیمراز 
و اگزونوکلئاز تک پلیمراز دی.ان.ای. R: روشن کننده و Q: مهارکننده ]25[.

از این سیسـتم می‌توان در ‌شکل‌هــاي تکــی و چندتایی براي 
شناسـایی ویـروس، تعییـن کمیـت بار ویـروس یا باکتري، بررسـی 
بیـان ژن، تأییـد نتــایج میکــرواري، افتــراق آللــی، شناســایی 
 GMO جهــش، تشــخیص پلــیمورفیســم تــک نوکلئوتیـدي و

اسـتفاده کـرد ]15[.

2. پروب‌های هیبریداسیون:
از ایـن پروب برای اندازه‌گیری فلورسـنت سـاطع شـده در طول 
مرحلـه اتصـال یا مرحله گسـترش اسـتفاده می‌شـود. از قابلیت‌های 
ایـن پروب در مقایسـه با پروب‌هـای هیدرولیز کننـده، توانایی آنالیز 
قطعـات تکثیـر شـده توسـط منحنـی ذوب اسـت. در واقـع، میـزان 
نـور فلورسـنت اندازه‌گیری شـده ارتباط مسـتقیمی با میـزان تکثیر 
DNA هـدف، طـی واکنـش qPCR دارد )شـکل )7((. از مهمتریـن 
پروب‌هـای ایـن دسـته، هایپ پـروب13 و یا پـروب اف‌آر‌ای‌تـی14 نام 
دارد کـه در سـازوکار عملکـرد آنهـا توالی‌هـاي این دو پـروب طوري 
 DNA طراحـی می‌شـوند تــا در جهـت سـر بـه دم بـا توالی‌هـاي

هدف هیبرید شـوند بــه طــوري کــه دو فلوروفــور در مجــاورت 
یکـــدیگر قـــرار گرفته‌انـد. طـی مرحلـه اتصـال کـه دو پـروب در 
مجـاورت هــم قـرار دارنـد، کوئنچـر بـا توجـه به ایـن واقعیت کــه 
انــرژي آزاد شده از مولکول گزارشگر از قبل باعـث برانگیختگـی آن 

شده‌اسـت، نور فلورسـنت سـاطع می‌کنـد ]16[.

شکل )7(: مراحل هیبریداسیون PCR در تاثیر ترکیبات فلوروفور و خاموش 
کننده ]25[.

چالش‌های اساسی در تشخیص آلودگی مواد 
 RT-PCR غذایی با روش  

مهمتریـن تقاضای اصلی مصـرف کنندگان مواد غذایی، ضمانت 
بـر ایمنـی و کیفیـت مواد غذایی اسـت. وجـود پاتوژن‌هـای منتقل 
شـده از غـذا و خطـر بالقوه آنهـا، به‌کارگیـری میکروارگانیسـم‌های 
اصالح شـده ژنتیکـی )GMOs( در تولیـد مواد غذایـی و همچنین 
بحـث برچسـب‌گذاری صحیـح در غذاهـای مناسـب بـرای افـراد 
گیاه‌خـوار از جمله موضوعاتی اسـت که جامعه، خواسـتار شـفافیت 
کامل آن اسـت. اعمـال کنترل‌هـای دوره‌ای در برنامه‌هـای ارزیابی 
کیفیـت صنایـع غذایی روشـی بـرای ارضای این خواسـته‌ها اسـت. 
اسـتفاده از روش RT-PCR به‌عنـوان رویکـردی جایگزین و امیدوار 
کننـده در تشـخیص مـواد غذایـی تبدیـل و همچنیـن تقلبـات در 
مزیت‌هـای  دارای  روش  ایـن  شده‌اسـت.  مطـرح  غذایـی  مـواد 
بالاتـری در مقایسـه بـا روش‌هـای کشـت مرسـوم اسـت، از جملـه 
سـرعت، حساسـیت تحلیلـی عالـی و گزینش‌پذیـری و پتانسـیل 
و معرف‌هـای  تجهیـزات  از  اسـتفاده  ایـن حـال،  بـا  کمّی‌سـازی. 
زیسـتی گـران قیمـت، نیاز بـه کارشناسـان متخصـص و همچنین 
فقـدان پروتکل‌هـای اسـتاندارد، اجـرای عملـی آن بـرای نظـارت و 

کنتـرل مـواد غذایـی را سـخت و مختـل می‌کنـد ]17[.

  چالش‌های فعلی در این روش
از مزایـای ذاتـی روش‌‌هـای همانندسـازی سـریع می‌تـوان بـه 
چرخـه همانندسـازی کوتاه‌تـر، بهبـود محدودیت‌هـای تشـخیصی، 
عملکـرد اختصاصـی و پتانسـیل اتوماسـیون شـدن اشـاره نمود که 
بایـد اجـرای همـه آنهـا را در آزمایشـگاه‌های مـواد غذایـی تقویت 
کـرد ]18[. از موضوعـات اصلـی به‌منظـور انطبـاق موثـر روش‌‌های 

مولکولـی در آزمایشـگاه‌های مـواد غذایـی عبارتنـد از:
 توسـعه راهبرد‌هـای علمی-منطقـی بـا کاربری آسـان برای 

پیـش آزمـون PCR در نمونه‌هـای غذایی؛
 طراحی و کاربرد کنترل‌های تحلیلی؛
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مق
 توسـعه راهبرد‌هایـی برای اسـتفاده کمّـی از RT-PCR برای 

غذایی؛ نمونه‌هـای 
 اتوماسـیون در کل فرآینـد تحلیلـی و در نهایـت، بـرای مـورد 
خـاص در حـوزه میکروبیولوژی مواد غذایی به‌منظور تشـخیص واضح 
ارگانیسـم‌های زنـده حین فرآینـد تکثیر و نقطه ایجـاد آلودگی ]19[.

تضمیـن مسـتمر ایمنـی، کیفیـت غذاهـا و در اختیـار داشـتن 
ابزارهـای علمـی بـرای مقابلـه بـا چالش‌هـای ناشـی از تهدیـدات 
اصالح  و  نویـن  روش‌هـای  توسـعه  مسـتلزم  نوظهـور،  احتمالـی 
روش‌‌هـای تحلیلـی اسـت. از ایـن رو، در چنـد دهـه اخیـر منابـع 
قابـل توجهـی بـه سـمت ایـن تلاش‌هـا هدایـت شده‌اسـت. بـا این 
حـال، از زمـان اجـرای روش‌هـای جدیـد یا بهبـود یافتـه، تلاش‌ها 
در بیشـتر مـوارد بـه منافع ملموس بـرای مصرف‌کننـده و ذینفعان 
تبدیـل نشده‌اسـت و باید یـک حرکت متمرکز به سـمت روش‌های 
اثبـات شـده از آزمایشـگاه‌های دانشـگاهی و اجـرای عملیاتـی آنها 
در صنعـت باشـد. مشـارکت شـرکت‌های تولیـدی، تولیدکننـدگان 
ایمنـی  سـازمان‌های  و  خرده‌فروشـی  شـرکت‌های  غذایـی،  مـواد 
مـواد غذایـی بـرای اطمینـان از رویکـردی آگاهانه و سـاختار یافته 
بـه کیفیـت و ایمنـی در مراحل حیاتـی در فرآیندهـای تولید مواد 
غذایـی ضـروری و بسـیار حائـز اهمیت اسـت. تعقیب ایـن اهداف، 
مسـتلزم یـک ابتـکار بـزرگ بین‌المللـی اسـت، امـا پـاداش آن در 

تمـام سـطوح در جامعـه آشـکار خواهد شـد ]20[.

تشخیص سالمونلا 15 بیماری‌زا در مواد غذایی با 
 RT-PCR روش  

عفونت‌هـای ایجـاد شـده توسـط باکتـری پاتـوژن گـرم منفـی 
»سـالمونلا انتریـکا« به‌عنـوان یـک نگرانـی مهـم بهداشـت عمومی 
در سراسـر جهان اسـت. سـالمونلاها گروه پیچیده‌ای از باکتری‌ها را 
تشـکیل می‌دهنـد کـه از دو گونـه، شـش زیرگونه و بیـش از 2500 
سـروتیپ تشـکیل شـدند کـه در اصـل از طریـق خـوردن غـذا یـا 
خـوراک آلـوده، باعث ایجاد بیماری‌های محدود شـونده گوارشـی در 
طیف وسـیعی از پسـتانداران می‌شـوند. در دهه گذشـته، سنجش‌ها 
با روش RT-PCR برای تشـخیص سـریع سـالمونلاها در مواد غذایی 

یـا خـوراک بالقـوه آلوده توسـعه یافته‌انـد ]21[.‌
بسـیاری از آزمایشگاه‌های تشـخیصی، RT-PCR را به‌عنوان روشی 
سـریع برای تشخیص سـالمونلا در نمونه‌های غذایی، محیطی و انسانی 
اجـرا کرده‌انـد یا قصـد دارند آن را معرفی کننـد. به‌عنوان روش تحلیلی 
بـرای تشـخیص و جداسـازی سـالمونلا در مـواد غذایـی، یـک روش 
پذیرفته شـده بین‌المللی در سـند اسـتاندارد EN ISO 6579:2002 با 
حساسـیت CFU 1 بـه ازای هـر 25 گرم غذایی، مـورد تجزیه و تحلیل 
قـرار گرفتـه اسـت ]22[. روش جداسـازی سـالمونلا در مـواد غذایی از 

چهـار مرحله متوالی تشـکیل شده‌اسـت ]23[:
 غنی‌سـازی از قبـل در محلـول رقیق سـازی بـا محیط مایع 

غیرانتخابـی آب پپتون بافر16؛
 غنی‌سـازی در دو محیـط کشـت مایـع انتخابـی مختلـف، 

راپاپورت-واسـیلیادیس17 و مولـر کافمن تتراتیونات نووبیوسـین18؛
 شناسـایی روی محیط کشـت زایلوز لیزین دئوکسـی کولات 

آگار19 و یک محیط کشـت عمومی آگار؛
 تأییـد هویـت بـا آزمایش‌هـای بیوشـیمیایی و سـرولوژیکی 

مناسـب )شـکل )8((.

شکل )8(: مقایسه روش کشت استاندارد و روش RT-PCR برای تشخیص 
سالمونلا در غذا ]25[.

تعـداد زیـادی از روش‌هـای RT-PCR برای تشـخیص گونه‌های 
سـالمونلا منتشـر شده‌اسـت. علاوه‌بر این، چندین کیـت و تجهیزات 
بـرای ایـن منظـور به‌صـورت تجـاری در دسـترس هسـتند. بـا ایـن 
حـال، هنوز چالش‌هایـی باقی مانده تا روش‌هـای مولکولی جایگزین 
روش‌هـای مبتنـی بر کشـت شـوند. یکـی از چالش‌هـای پیش روی 
کارشناسـان واکنـش زنجیـره پلیمـراز در زمـان واقعـی، تعـداد کـم 
روش‌های اسـتاندارد و رسـمی تایید شـده برای تشـخیص و تجزیه و 
تحلیـل پاتوژن‌های منتقل شـده )نظیر سـالمونلا( از مـواد غذایی به 
 RT-PCR انسـان اسـت. چالش دیگر، قابـل قبول بودن نتایـج مثبت
در یـک نمونه اسـت. مقامـات قانونی اغلب خواسـتار تاییـد نتیجه با 
جداسـازی گونه‌هـای میکروبـی هسـتند؛ بنابرایـن، لازم اسـت برای 
ادعـای مثبـت بـودن نمونه‌ها، کـه دیگر نیازی به جداسـازی سـویه 
نخواهـد بـود، قانونگـذاران را متقاعد نمـود. این بازاندیشـی، از منافع 
مصرف‌کننـده حمایـت می‌کنـد و آزمایشـگاه‌های مصـوب، قانونی را 
بـرای اسـتفاده از روش‌های مقـرون ‌به‌صرفه‌تر فراهـم می‌کند ]24[. 
علیرغـم صرفه‌جویـی فوق‌العـاده در زمـان تشـخیص بـا اسـتفاده از 
روش‌هـای تشـخیص مبتنـی بـر PCR در زمـان واقعی، در مقایسـه 
بـا روش مبتنـی بـر کشـت سـنّتی، هنـوز یـک محدودیـت مهم در 
مرحلـه غنی‌سـازی محیط کشـت در خصوص تحلیـل برای جمعیت 
 )104 CFU/ml اولیـه بـه اندازه کافی بالا میکروارگانیسـم‌ها )تقریبـا
به‌منظـور فعـال کردن واقعـی و تشـخیص زمان PCR نهفته اسـت.
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تشخیص لیستریا مونوسایتوژنز20 بیماری‌زا در 
 RT-PCR مواد غذایی با روش  

لیسـتریا مونوسـیتوژنز یـک باکتـری پاتـوژن اسـت کـه باعـث 
عفونت‌های جدی موضعی و عمومی در انسـان می‌شـود. این باکتری 
کاتـالاز مثبـت و بی‌هـوازی اختیاری بـا محتوای توالـی نوکلئوتیدی 
گوانیـن- سـیتوزین21 بـا وزن مولکولی و باندهای هیدروژنی بیشـتر 
GC پاییـن بـوده کـه نزدیـک بـه گونه‌هـای باسـیل، کلسـتریدیوم، 
انتروکوک، اسـترپتوکوک و اسـتافیلوکوک هسـتند. روش‌های سنّتی 
تشـخیص ایـن پاتـوژن شـامل دو مرحلـه غنی‌سـازی و جداسـازی 
انتهایـی در دو محیـط کشـت اختصاصـی و تاییـد نهایی با اسـتفاده 
از روش‌هـای بیوشـیمیایی و یـا مولکولی اسـت؛ بنابرایـن، بیش از 5 
روز بـرای تایید نهایی نیاز دارد ]25[. نشـانگرهای مولکولی مختلفی 
برای تشـخیص لیسـتریا مونوسـیتوژنز انتخاب شده‌اسـت که بیشـتر 
 iap و hly، actA آنهـا براسـاس عوامـل تعیین کننده ماننـد ژن‌هـای

و یـا در ژن‌هـای آر‌ان‌ای22 ریبوزومـی مانند S RNA 23 هسـتند.
رودریگز-لازارو23 و همکارانش ]26[ برای تشـخیص گونه خاص 
 hly و با کمک ژن‌های RT-PCR لیسـتریا مونوسـیتوژنز از دو روش
و iap اسـتفاده کردند. هر دو روش سـنجش، 100 درصد اختصاصی 
بودند؛ همان‌طور که با اسـتفاده از 100 سـویه لیسـتریا و 45 سـویه 
غیـر لیسـتریا تعییـن شـد. حـد تشـخیص برای هـر دو سـنجش به 
یـک معـادل ژنـوم صـد تکـرار معـادل )11-56 درصد( تعیین شـد 
کـه مطابقـت عالی بیـن تعـداد پیش‌بینی ‌شـده مقدار واقعـی واحد 
تشـکیل کلنی24 در نمونه‌ها را نشـان داد. لونگی25 و همکاران ]27[ 
روش مبتنـی بر qPCR را برای تشـخیص لیسـتریا مونوسـیتوژنز در 
پنیرهـای نـرم ایتالیایـی )موزارلا، کرسـنزا و ریکوتـا( طراحی کردند. 
در این روش، یک نمونه تیمار سـاده براسـاس جوشـاندن نمونه پنیر 
هموژن شـده قبل از PCR اسـتفاده شـد. در ادامه سنجش qPCR و 
ژن عامـل حرکت باکتـری یا معروف به ژن ویرولانـس 26actA مورد 
هـدف قـرار گرفـت. نتایج نشـان داد که سـطوح جمعیـت میکروبی 
پاتـوژن در نمونه‌هـای لبنیاتـی نظیـر پنیرهـای مـوزارلا و کرسـنزا 
)بـه ترتیـب 0/4 و CFU/g 4(، پایین‌تـر از ریکوتـا بـا حـد تشـخیص 
بـود )CFU/g 40(. در فرآورده‌هـای گوشـتی، از روش qPCR بـرای 
تشـخیص کمّـی لیسـتریا مونوسـیتوژنز در این محصولات اسـتفاده 
شـد. روش qPCR براسـاس یـک آزمایـش PCR براسـاس ژن هدف 
پروتکل‌هـای  بـود.  یافتـه  توسـعه  تحقیقاتـی  آزمایشـگاه  در   hly
اسـتخراج DNA باکتـری بـرای محصـولات مختلـف گوشـت خوک 
)گوشـت خـوک خـام، سوسـیس تخمیر شـده خوک، ژامبـون پخته 
شـده و سوسـیس فرانکفورتـر( براسـاس کیـت مخصـوص و مراحل 
بعـدی آن نظیر فیلتراسـیون )با اسـتفاده از فیلتر با انـدازه منافذ 22 
تـا 25 میکرومتـر و سـپس از طریـق یـک غشـای نایلونی )بـا اندازه 
منافذ 11 میکرومتر( ایجاد شـد. اسـتخراج DNA نهایی، با اسـتفاده 
از رزیـن چلکس-صد27 سـاخت کشـورآلمان فراهم شـد. این روش، 
امـکان کمّی‌سـازی هدف را تا CFU/g 103 لیسـتریا مونوسـیتوژنز و 

تشـخیص CFU/g 102 را در حداقـل 50 درصـد تکـرار فراهـم کرد.
تشـخیص پاتوژن‌هـای میکروبـی براسـاس روش‌هـای مولکولـی 

ممکـن اسـت بهتریـن رویکـرد تحلیلـی را نشـان دهـد تـا مقامـات 
تصمیـم گیرنـده را قـادر سـازد تـا در سـریع‌ترین زمـان ممکـن و با 
توجـه بـه نتایـج آلودگـی مـواد غذایـی تصمیم بگیرنـد تـا از ایمنی 
مـواد غذایـی اطمینـان حاصل کننـد و از شـیوع بیماری‌های منتقل 
شـده از طریـق غـذا جلوگیـری نماینـد ]RT-PCR .]28 بیشـتر 
بـرای ارائـه نتایـج کمّـی طراحی شده‌اسـت؛ بـا این حـال در معرض 
بازدارنده‌هـای متعـدد و منابـع تنوع قـرار می‌گیرد، بـه ویژه هنگامی 
کـه بـرای تجزیـه و تحلیـل نمونه‌هـای پیچیـده محیطـی اسـتفاده 
می‌شـود. تنـوع نیـز می‌تواند به دسـته‌های مختلف معرف اسـتخراج 
DNA مرتبـط باشـد ]29[. هنگامـی کـه غنی‌سـازی بـا اسـتفاده از 
روش بیشـترین تعداد احتمالـی حضور میکروارگانیسـم زنده28 و در 
ترکیـب با روش RT-PCR اعمال ‌شـود، )شـکل )9(( ابـزاری قوی و 
عملـی برای تشـخیص کمّـی پاتوژن‌های بیمـاری‌زا فراهم می‌شـود؛ 
همچنیـن تشـخیص سـلول‌های زنـده و حـذف سـلول‌های مـرده را 

می‌کند. تضمیـن 

.]25[ RT-PCR در مجاورت با روش MPN شکل )9(: تلفیق دو روش

تشخیص آلرژن‌های غذایی، به‌خصوص گلوتن با 
 RT-PCR روش  

به‌طـور کلـی، آلرژی‌هـای غذایـی، در اثـر واکنـش بیـش از اندازه 
سیسـتم ایمنـی بـه برخی از ترکیبـات غذایی یـا موادی اسـت که در 
اصـل بی‌خطـر هسـتند کـه نتیجه ایـن درگیـری در سیسـتم ایمنی 
منجـر بـه تولیـد آنتی‌بـادی ایمونوگلوبولیـن 29E  در آن خواهد شـد. 
ایـن واکنش‌هـای نامطلـوب ممکن اسـت ارثـی یا ناشـی از یک نقص 
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اکتسـابی بیوشـیمیایی باشـد. علائـم ممکـن اسـت در عـرض چنـد 
دقیقـه یـا چند سـاعت پـس از خـوردن آن غـذای به‌خصـوص، ظاهر 
شـوند ]30[. نبایـد آلـرژی را بـا واکنش‌های عدم تحمل مـواد غذایی، 
واکنش‌هـای فارماکولـوژی و واکنش‌هـای نیمـه سـمی کـه سیسـتم 
ایمنـی در آن درگیـر می‌کنـد، اشـتباه گرفـت. به‌عنوان مثـال، بعضی 
افـراد، مبتال بـه نوعی بیماری سـلیاک هسـتند؛ این افراد، نسـبت به 
گلوتـن موجـود در فرآورد‌ه‌هـای غالت، عدم تحمـل دارنـد در حالی 
کـه بـه خـود ترکیبـات غالت حساسـیت ندارند. ایـن بیمـاری، خود 
ایمنـی و وراثتی اسـت؛ غشـای مخاطـی روده کوچک فـرد مبتلا پس 
از مصـرف فرآورده‌هـای غلـه‌ای حـاوی پروتئیـن گلوتـن )اسـیدهای 
آمینـه موجـود در پرولامیـن( آسـیب دیـده و دچـار التهاب می‌شـود 
]31[. از ایـن رو، امـروزه تنهـا راه درمـان این بیماری، اسـتفاده از یک 
رژیـم غذایـي بـدون گلوتن اسـت. در میـان روش‌های تشـخیصی که 
در حـال حاضـر اسـتفاده می‌شـود، روش‌هـای مبتنـی بـر آنتی‌بـادی 
)الایـزا 30 )آزمایـش ایمونوسـوربنت مرتبـط با آنزیم(( و دسـتگاه‌های 
جریـان جانبـی31 به‌طور سـنّتی برای تشـخیص آلرژن‌هـای غذایی و 
گلوتـن اسـتفاده می‌شـوند، زیـرا پروتئین‌هـای مهاجـم را هـدف قرار 
می‌دهنـد. طیف‌سـنجی جرمـی یکـی دیگـر از رویکردهـای تحلیلـی 
مبتنـی بـر پروتئین با کاربردهای جدید و امیدوارکننده در تشـخیص، 
بـه ویـژه غربالگـری و تایید آلرژن‌هـای غذایی و گلوتن اسـت. از دیگر 
روش‌هـای نویـن بـرای تشـخیص آلرژن‌های غذایـی و گلوتـن، روش 
فناوری‌هـای مبتنـی بـر DNA به‌خصـوص RT-PCR اسـت )شـکل 
)10((. ایـن فناوری‌هـا، آلـرژن )پروتئین‌هـا( را هدف قـرار نمی‌دهند، 
بلکـه DNA را به‌عنوان نشـانگری بـرای حضور مواد آلـرژی‌زا و گلوتن 
در محصـولات غذایـی هـدف قـرار می‌دهند. اسـتفاده از ایـن فناوری 
مبتنـی بر DNA عاری از بحث نیسـت، زیرا نظـرات متفاوتی در مورد 
مناسـب بـودن ایـن روش‌ها بـرای تشـخیص آلرژن‌ها نیز وجـود دارد؛ 
 DNA در واقعیـت ایـن روش، ارتباط بین پروتئین مهاجـم و محتوای
در غذاهـا را مـورد هدف قـرار می‌دهد ]32[. اجـرای قوانین و مقررات 
جدید برچسـب‌گذاری، عدم به کارگیری روش‌های تشـخیصی مبتنی 

بـر پروتئیـن برای برخـی از آلرژن‌های جدید تعیین شـده، مشـکلات 
تحلیلـی برخـی از روش‌هـای ELISA و در نهایـت، نیاز بـه روش‌های 
تاییـدی غیـر از ELISA منجر به ایجاد برخی از سـنجش‌های مبتنی 
بـر DNA در طـول دوره چنـد سـال گذشـته شده‌اسـت. در واقع، این 
موضـوع نشـان‌دهنده ایـن اسـت کـه آزمون‌هـای تحلیلـی مبتنی بر 
DNA جایـگاه خـود را در تجزیه و تحلیل آلرژن‌هـای غذایی و گلوتن 

پیـدا کرده اسـت ]33[.

.]34[ RT-PCR  شکل )10(: تشخیص آلرژن‌های غذایی با روش

در ارزیابـی برخی از ترکیبات آلرژن، روش RT-PCR حسـاس‌تر از 
الایـزا عمـل می‌کند. بـا این حال، مطالعـات بیشـتری به‌منظور تعیین 
کاربـرد روش RT-PCR به‌عنـوان ابـزار معمـول بـرای ماتریس‌هـای 
غذایـی خـاص مـورد نیـاز اسـت. واضح اسـت که حداقـل در مـورد دو 
 PCR آلـرژن اصلـی غذایـی، نظیـر تخم‌مـرغ و شـیر، حساسـیت روش
تاکنـون نشـان داد که نسـبت بـه تشـخیص پروتئین به مراتـب پایین 
اسـت و همچنیـن نمی‌توانـد بیـن اجزای غیر حساسـیت‌زای گوشـت 
)گوشـت مـرغ، گوشـت گاو( و پروتئین‌هـای آلرژیـک واقعـی )به‌عنوان 

مثـال، اووآلبومیـن یا کازئیـن( تمایز قائل شـود.

کاربـرد روش‌هـای مـدرن مولکولـی نظیـر روش RT-PCR در تاییـد کیفیـت ویژگی‌هـای کمّـی میکروبیولوژیک، شناسـایی 
گونه‌هـای پاتـوژن و تشـخیص آلرژن‌هـای غذایـی )لبنیـات و غالت( گسـترش زیـادی به‌خصـوص در صنعـت غذایـی بـا نـگاه 
میکروبـی در دهـه اخیـر داشـته اسـت. روش RT-PCR نیازمنـد تجهیزات پیچیده‌تری اسـت، اما بسـیار دقیق بوده و نسـبت به 
سـایر روش‌هـای مبتنـی بـر DNA کم زحمت‌تر اسـت. در این روش، از کاوشـگرهای هیبریداسـیون نشـان‌دار شـده بـا رنگ‌های 
۵ اسـتفاده می‌شـود، کـه امکان بررسـی میـزان محصـول PCR را بدون جداسـازی آنهـا و روش‌های  ۳یـا́  فلورسـنت در انتهـای́ 

الکتروفـورز در ژل آگارز یـا ژل پلی‌اکریل‌آمیـد می‌دهـد.
در حـال حاضـر، عمـده روش‌های شناسـایی ترکیبات آلرژن مواد غذایی شـامل تشـخیص )1(- پروتئین عامل آلـرژی و )2(- 
شناسـایی DNA ترکیبات آلرژی‌زا مدنظر اسـت. در همین راسـتا، روش‌های آزمایشـگاهی مختلفی ابداع و اسـتفاده شـده‌اند که 
گاهی حساسـیت بالایی داشـته و قادرند ترکیبات آلرژن را در محدوده تعیین شـده توسـط مجامع رسـمی و بین‌المللی )کمتر از 
1 میلی‌گـرم تـا بیشـتر از ۱ گـرم در هـر کیلوگـرم ماده غذایـی یا بیـن ppm 1 تا ۱۰۰( تشـخیص دهند. علاوه‌بر ایـن، کیت‌های 
تجـاری متعـددی بـا کاربری آسـان و سـریع نیز بـه بازار عرضه شده‌اسـت و تلاش‌هـا بـرای ورود فناوری‌های نوین بـه این عرصه 
همچنان ادامه دارد. هدف از این مقاله مروري؛ توصــیف دقیق و طبقه‌بندي روش RT-PCR و دانــش موجــود در ارتبـــاط بــا 
جنبــه‌هـــاي شـــیمیایی تشخیصـــی qPCR و عملکرد آن در تشخیص گونه‌های پاتوژن غذایی و همچنین بررسی و تعیین 

کمّـی آلرژن‌هـای غذایی در سـال‌هاي اخیر اسـت.
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An overview of the importance and classification An overview of the importance and classification 
of Real-Time PCR technique and its application in of Real-Time PCR technique and its application in 
food industryfood industry

The progress in the field of molecular technology and biology (caused to accelerate 
the correct identification of closely related species in a raw material and product) led to 
the frequency of molecular tests for wide applications such as genetic fingerprinting for  
identification, diagnosis of infectious diseases, food sensitivities and fraud detection in 
in the food industry it seems necessary. Certainly, using traditional methods (based on  
culture) to detect diseases, antibiotics, and harmful microorganisms in the food industry 
will be costly and take a lot of time. That's why modern molecular methods like RT-PCR 
were brought in. They can quickly and accurately determine the specific species that cause  
infections and assess the food's safety and quality. In this new method, fluorescent molecules 
are used to detect the gene amplification process. This allows for accurate measurement of 
gene expression levels with minimal risk of contamination. This technique is highly sensitive 
and specific, providing reliable data. So, it can be used instead of regular PCR. This ar-
ticle talks about the different meth-
ods of RT-PCR, why it's important, 
and how it can be used to detect 
allergens in food, like gluten. It also 
mentions how it can help uncover 
cases of food fraud.

Abstract
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